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はじめに
顧みれば，生命科学における 20 世紀末はゲノム
の時代であった．その潮流の源はもちろん，1950
年代に遡ってワトソン（James D. Watson）とク
リック（Francis H. C. Crick）による Dna 二重ら
せんモデルの提唱に帰する．1962 年に彼らがノー
ベル賞を授与された時代を最初のピークとすれば，
そのおよそ 20 年後にサンガー（Frederick sanger）
が Dna の配列分析法を確立して第 2 のピークを築
き，さらに 20 年後，ゲノムプロジェクトがひとま
ず完了した時点で第 3 のピークを迎えたように思
われる．周知のように Dna 研究の進展は，医療の
分野に大きな福音をもたらした．例えば本総説の
主題である抗腫瘍薬は，がんの発生や増殖が基本
的に遺伝子（Dna）の異常による，という大筋の
コンセンサスを背景に現在でもその多くが Dna を
標的としている．
一方，Dna 研究の流れとほんの少し周期をずら
すように，Rna もまた多くの研究者の注目を集
め，その存在感を強めてきた．1980 年代にチェッ
ク（Thomas R. Cech）によるリボザイムの発見に
端を発した，いわゆる Rna ワールドという考え方
が話題となり，また，シャープ（Phillip a. sharp）
とロバーツ（Richard J. Roberts）によるスプライ
シング機構の解明によって Rna 研究はさらに脚光
を浴びた．その後 Rna は，前述したゲノミクスの
陰に隠れがちではあったが，実は 1990 年代後半か
らファイヤー（andrew Z. Fire）とメロウ（Craig
C. Mello）により掘り起こされた Rna 干渉（Rna
interference, Rnai）1）という遺伝子サイレンシン
グ現象が理解され始め，その後急速にデータの蓄
積がなされた．そして，ちょうどゲノミクスの
ピークがひと段落したのを待っていたかのように，
Dna から見ればほんの小さな分子であるマイクロ
Rna（miRna）という機能分子が，ここ 10 年ほ
どで一躍表舞台に登場してきた．2,3）同時に，「Rna
新大陸」という創語が我が国の理化学研究所 4）に
よってプロモートされ，タンパク質に翻訳されな
いことから基本的に機能をもたないと考えられて
きた non-coding Rna（ncRna，実にゲノムの約
60%に相当する）5）が，細胞内で生理的あるいは病
理的に重要な役割を担っている可能性が明らかと
なってきた．miRna は，塩基長が 20 程度と非常
に小さく，合成や応用が容易なことから近年研究
が急速に進展してきており，現在では 2500 個ほど
が同定され，特にがんエピジェネティクスの分野
で盛んに用いられている．6,7）Rnai は，利用法を
工夫すればある病因遺伝子を特異的に，かつ効率的
に抑制することができるため，医薬品開発への応用
も既に始められている．この Rnai に重要な役割を
果たす Dicer と呼ばれるタンパク質は，実はリボヌ
クレアーゼ（Rnase Ⅲ）8）であり，細胞内で small
interference Rna（siRna）や miRna が切り出さ
れる際に必須のアイテムとなっている．9）
ここで著者は，敢えて紙面を割いて少し冗長と
も思える記述をしてきたが，その意図するところ
は，「今また Rna が主役の時代となってきた」とい
うことである．そして，本稿で紹介するレクザイ
ム（後述）というタンパク質が，抗腫瘍薬という
フィールドにおいて，これまでと異なる Rna を標
的とした新しいがん治療薬となり得ることを，当
研究室における最近の知見をもとに解説したい．
Ⅰ．リボヌクレアーゼとは
リボヌクレアーゼ（ribonuclease，Rnase）は，
あらゆる細胞に普遍的に存在するリボ核酸分解酵
素であり，最初の発見からすでに 100 年あまり経
過している酵素の老舗といえる．酵素化学的には
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総　　　説
エンド型とエキソ型に大別されるが，動植物から
微生物まで生物種を問わず非常に多くの種類が存
在し，現在でもその報告数が増加しているため，
ネーミングも含めた分類方法も度々変遷を重ねて
きている．エンド型のものだけでも現在 Rnase a，
T1，T2，H，L，及び P ファミリーなどが知られ，
またエキソ型にしても 3'-5' 型及び 5'-3' 型それぞれ
において多数報告されている．10-14）
今日，酵素のみならずタンパク質の分類は通常，
機能ドメインを中心とした一次配列（モチーフと
呼ばれる）の相同性，あるいは立体構造の類似性
をもとに行われるが，生化学的に重要で反応機構
などがよく研究されているのはエンド型の 2',3'-環
状化 Rnase，すなわち反応中間体として 2',3'-環状
化を経て反応生成物である 3'-ヌクレオチドを生じ
る酵素群である（Fig. 1）．これらは構造の類似性
から主に Rnase a 15）（ピリミジン塩基特異的），
Rnase T1 16）（プリン塩基特異的もしくは非特異的），
及び Rnase T2 17）（アデニン特異的もしくは非特異
的）の 3 つのファミリーに分類されている．T1 及
び T2 はもともと真菌（aspergillus oryzae）から
見つかったもので，前者には細胞毒性のある α-
sarcin, 18）後者には植物の自家不和合性因子（自己
と同じ遺伝形質をもつ花粉管の伸長を止める）で
ある s-Rnase が含まれる．19）α-sarcin は，28s リ
ボソームの 4325 番目のグアニンの 3'-ホスホジエス
テル結合を加水分解することでタンパク合成を止
める細胞毒である．20）興味深いことに，トウゴマ
由来の毒素タンパク質である ricin（ribosome
inactivation protein, TypeⅡ RIP の一員）は，わず
かにその 1 塩基手前，4324 番目のアデニンの n-グ
リコシド結合を分解する．21）7000 個あまりのポリ
ヌクレオチド中，隣接する 2 個の塩基部分にそれぞ
れ Rnase と n-グリコシダーゼの標的部位がピンポ
イントで配置され，しかも生体にとって致命的なダ
メージを与える急所となっている事実は非常に興味
深い．Rnase である α-sarcin の細胞毒性を抗腫瘍
薬として応用しようとする試みもなされたが，細胞
選択性が低く，正常細胞にも等しく毒性を発揮する
ことから，早い段階で候補からはずされた．22）
一方，Rnase a はウシ膵臓から精製されたもの
で，科学史上最も研究された酵素といわれている．
この酵素タンパク質ひとつを対象とした研究で，
1972 年にアンフィンセン（Christian B. anfinsen，
タンパク質フォールディングメカニズムの解明），
ムーア（stanford Moore，構造と触媒活性解析），
ステイン（William H. stein，同），及び 1984 年にメ
リフィールド（Robert B. Merrifield，全合成）の計
4 人がノーベル賞（化学）を授与されている（これ
を凌ぐタンパク質はインスリンのみ，医学・生理学
賞及び化学賞で計 5 人）．ウシ膵臓が分泌する消化
酵素であるこの酵素が起点となり，100 種類以上の
同種酵素を集めてこれまで Rnase a superfamily と
いう名称が一般的に使用されてきた．23,24）近年 D
alessio は，このファミリーに属する酵素のほとん
どが脊椎動物により産生される分泌性のタンパク
質であることから，vertebrate-secreted Rnase
superfamily と呼ぶことを提唱した．総説 14）によれ
ば，このグループの Rnase は，配列の中程に特徴
的なペプチドモチーフ（CKXXnTF）をもち（Fig.
2），単一のエキソンでコードされ，触媒活性中心
として 2 個の His と 1 個の Lys（catalytic triad と
呼ばれる）をもつ 2',3'-環状化 Rnase（例外あり）
であるという．また，3 本の α-ヘリックスと 4 本
の逆平行 β-シート構造を主体とする 3-D モデルが
腎臓を連想させることから，kidney-shape とも呼ば
れるこのファミリーに特徴的な立体構造を成す．25）
ゲノム解析により，ヒトにおけるすべての Rnase
 12                                                            細野　雅祐，立田　岳生
Fig. 1.  Reaction mechanism of Rnase catalyzing through 2',3'-cyclic phosphodiester
R, next nucleoside or nucleotide．
（13 種）は 14 番染色体にコードされており，26）触
媒活性に必須のアミノ酸（上述）を欠く 5 種
（noncanonical）を除く 8 種が canonical Rnase とし
て以下のように分類されている（Table 1）．
表中，hPR（Rnase 1）はヒト膵臓由来の Rnase
で，Rnase a の ortholog である．27）
Eosinophil-derived neurotoxin（EDn，または
Rnase 2）30）は，もともと好酸球から抽出されたタ
ンパク質をウサギの延髄に注射すると神経の障害
を起こすという観察結果から見いだされたタンパ
ク質で，31）抗ウィルス活性をもつが抗菌活性は示
さない．47）一方 eosinophil cationic protein（ECP，
または Rnase 3）33）は，抗菌活性及び細胞傷害性
を示す．名前の示す通りいずれも好酸球が産生す
るタンパク質で，ECP の方がより塩基性（pI 10.9）
であるが，Rnase 活性は EDn（pI 8.9）の方が 100
倍程度強いとされている．30）また，angiogenin
（anG, または Rnase 5）38）も特筆すべき存在であ
り，Rnase でありながら血管新生活性をもつ．と
はいっても酵素活性は Rnase a と比較して非常に
弱い（1/106 程度，ただしアッセイ方法によってそ
の差に幅がある）．配列中に核移行シグナルをも
ち，48）核小体に運ばれて集積された後，49）Dna
上のリボソーム Rna（rRna）転写部位に結合し，
転写を活性化する．50）血管内皮細胞の増殖を促進
する vascular endothelial growth factor（VEGF）や
fibroblast growth factor（FGF）は，内因性 anG の
核内移行を促進することも知られている．51）弱い
とはいえ，Rnase 活性を有するタンパク質が核に
移行し，rRna の転写に関与しているという事実
は強烈なアイロニーであり，この矛盾に対する説
明は今のところなされていない．このように
Rnase は消化酵素として，あるいは代謝酵素とし
て Rna の分解に関与する以外にも様々な機能ある
いは生理活性をもつことが，多くの研究から明ら
かとなっている．これらの機能・活性は，基本的
に Rnase 活性とリンクしており，直接もしくは間
接的に Rna の分解によって引き起こされるものが
ほとんどである．しかしながら，興味深いことに
いくつかの事例で生理活性が酵素活性と相関しな
いものが知られている．例えば ECP は，HL60 や
HeLa 細胞に対して細胞傷害性を示すが，このとき
ECP による Rna の分解は認められず，細胞表面
に ECP 分子が集積することにより細胞膜の透過性
が増大する可能性が示唆されている．34）同様に，
Rnase 7 の抗菌作用も膜透過性の亢進によるもの
とされ，Rnase 活性に依存しない．42）言い換える
と，Rnase の生理活性には，酵素分子が細胞に
入って Rna を分解するか，入らずに細胞膜の構造
や機能に影響を与えるかによって大きく 2 通りの
作用機序が存在することになる．
Ⅱ．抗腫瘍性リボヌクレアーゼ
これまで知られている代表的な抗腫瘍性 Rnase
は，主に Rnase a ファミリーに属する．14）上述し
たように，ウシ膵臓由来 Rnase a はそのタンパク
質としての姿，性質について物理化学的，酵素学
的，生化学的，分子生物学的等々あらゆる方面か
ら研究し尽くされたタンパク質である．Rna を分
解することから，その抗腫瘍活性も既に半世紀以
上前から検討されていたが，mg オーダーの大量投
与により細胞傷害性は認められたものの，52-54）そ
の後の研究によって低濃度では顕著な活性は認め
られないことが次第に明らかになった．55,56）その
主たる要因は内在性の阻害剤 Rnase inhibitor（RI）
の存在である．57）RI は分子量約 50 kDa の酸性タ
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Table 1. newly proposed classification of human Rnases Ref14）
Human Rnase alternative 1） first identified in function or biological activity Refs
1 HP-Rnase pancreas homeostasis of extracellular Rnas 27-29
2 EDn eosinophil neurotoxic, antiviral 30-32
3 ECP eosinophil cytotoxic, antibacterial 33-35
4 ── adenocarcinoma unknown 36,37
5 anG adenocarcinoma angiogenesis 38-40
6 ── most tissues host defense? 41
7 ── human skin antibacterial 42-44
8 ── placenta antibacterial 45,46
1）HP-Rnase, human pancreatic Rnase; EDn, eosinophil-derived neurotoxin; ECP, eosinophil cationic protein; anG, angiogenin.
ンパク質で，ほぼすべての哺乳類細胞に存在し，
ロイシンリッチリピート構造をもち，分子全体と
して特徴的な馬蹄形を成す．58-60）Rnase a とは
1：1 で非共有結合し，その解離定数は fM オー
ダーと非常に強固である．61,62）したがって細胞内
に取り込まれた Rnase がその Rna 分解活性によ
り細胞毒性を示すには必然的にこの阻害剤の存在
が障壁となるが，以下に示す 3 つのうちいずれか
の条件をクリアできれば，それが可能となる． 
１）すべての哺乳動物細胞に存在する RI に対して
感受性がない．63）
）RI に対して飽和量以上存在し，フリーの
Rnase 分子が Rna に到達できる．64）
）RI との結合を阻害するような他の分子と結合
する．65）
すなわち，細胞内に取り込まれて細胞傷害性を発揮
する Rnase は，少なくともこのいずれかのルート
を介して作用するものと考えられる．現在，RI に
よる阻害を回避した上で抗腫瘍活性を示す Rnase
として，カエル卵由来の onconase（ranpirnase）が
最もよく研究されているので，これらを主として以
下に紹介する．
【オンコナーゼ（onconase, onC；一般名 Ranpirnase）】
onC は 104 アミノ酸残基から成るポリペプチド
で，1991 年，ardelt らによってヒョウガエル
（Rana pipens）卵から単離された．66）その後 2007 年
には singh らによって同じ材料から onC とは別に
114 残基から成る Rnase が単離され，amphinase と
名付けられた．67）ゲノム解析の結果，それぞれに
数種のバリアントが存在することも明らかになっ
ている．68）ちなみに onconase は，最初にこれを
単離・開発した米国のベンチャー企業（当時）で
ある alfacell 社の登録商標で，もともとは P-30
protein あるいは ranpirnase と呼ばれていた．現
在，学術論文では onconase の方が多く用いられて
いることから，本稿でもこの呼称を用いることと
する．onC は Rnase a superfamily に属し，
Rnase a との相同性は約 30%程度であるが，配列
中に 4 カ所存在するジスルフィド結合のうち 3 カ
所が保存され，上述した特徴的なフォールド
（kidney shape）を成し，69）Rnase a よりもややコ
ンパクトである．また，n 端と C 端がそれぞれピ
ログルタミン酸とジスルフィド結合でブロックさ
れている（Fig. 2）．コンパクトな構造から非常に
安定なタンパク質で，分解酵素による消化を受け
にくく，熱変性に対しても抵抗性をもつ．70）onC
は，同じ触媒活性部位をもつにもかかわらず，
Rnase a と比べポリリボヌクレオチドや 1 本鎖
Rna を基質とした酵素活性は 1/102 から 1/105 程
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Fig. 2.  sequence alignment of the vertebrate-secreted Rnase superfamily
Consensus amino asids are indicated at bottom of the matrix. amino asid residues that are essential for catalysis are denoted in yellow
and half-cystine residues are noted in pink. Consensus motif of vertebrate-secreted Rnase is emphasized by red box. <E indicates
pyroglutamic acid. Figures to the right of the matrix are the amino acid numberings. hPR, human pancreatic Rnase; EDn, eosinophil-
derived neurotoxin; ECn, eosinophil cationic protein; anG, angiogenin.
度しかない．71）その細胞毒性は Rna 分解活性に
依存するといわれているが，66,72）酵素活性が低い
にもかかわらず Rnase a とは比較にならないほど
の細胞毒性を発揮する理由は，上述した RI 回避機
構にある．73）onC と RI の解離定数は Rnase a と
のそれと比べ 107 倍も違うが，これは RI との結合
に関わる Rnase a に特有の露出したループ構造が
onC にはないことが原因とみられている（Fig.
3）．74）この機構は，細胞内の RI レベルを人為的に
増加あるいは減少させても onC の細胞毒性が変わ
らないことからも説明される．75,76）onC の取り込
み機構については，現在のところまだ完全には明
らかにされていない．特異的レセプターも見つ
かっていないことから，塩基性タンパク質である
onC が自身の陽性電荷を利用して細胞膜に静電的
に結合し，レセプターを介さずにエンドサートー
シスされるのではないかという仮説が提唱されて
いる．77）多くのがん細胞の膜表面は，主に糖鎖の
非還元末端シアル酸量の増加によって正常細胞よ
りも陰性を帯びているので，これをもって onC の
腫瘍選択性がある程度説明される．いったんサイ
トソルに入ると，onC は Rna を分解し，タンパ
ク合成を阻害して細胞周期を G1 期で停止させ，そ
の結果細胞にアポトーシスを誘導する．78-80）当初，
onC の標的は rRna であると考えられていたが，
今日では tRna が一義的な標的であることが分
かっている．81）これとは別に，onC は細胞にユビ
キタスに存在する nF-κB 転写因子をコードする
mRna を直接分解し，あるいはそのターンオー
バーに関係する Rna をも分解する．80,82）さらには
遺伝子発現を調節する ncRna（miRna, siRna な
ど）を分解する，83-85）という報告もある．アポ
トーシス誘導の初期段階で JnK の活性化が起こ
り，86）これによりプロカスパーゼ-9,3,7 の活性化が
促進されるが，ミトコンドリア経路の関与につい
てははっきりしてない．また，神経芽細胞腫にお
いて onC は，リソソームを活性化してオートファ
ジーを誘導し，カスパーゼ非依存性のアポトーシ
スを起こす．87）最近，onC 誘導アポトーシスがミ
トコンドリア経路の apoptotic protease-activating
factor（apaf-1）に依存しており，シトクロム c に
対する tRna の阻害効果を反転させることによっ
てアポトーシスを誘導していることが示された．88）
すなわち，tRna はシトクロム c に結合してカス
パーゼ活性化を制御しているので，この tRna を
分解すれば抑制がはずれてアポトーシスが誘導さ
れる，という考え方である．tRna の発現はがん
細胞で上昇しているといわれているので，これを
標的としているのであれば，やはり onC の腫瘍選
択性を説明することができる．
onC の抗腫瘍作用は，多くのがん細胞（hepatoma,
colon carcinoma, leukemia など）を用いて検証さ
れ，10-100μg/mL（μM オーダー）で殺細胞効果を
発揮するといわれている．72,89）また，xenograft
model を用いた in vivo 実験においても onC は著
効を示した．89,90）さらに，臨床に用いられている
抗腫瘍薬及びその他の薬剤との併用効果も検証さ
れ，その多くで有意な結果が得られている．91）こ
れらの知見は，当研究室において，後述するレク
ザイムに関する検討課題として良い参考となった．
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Fig. 3.  Cartoony structure depictions of three Rnases
Primary amino acid sequences of onconase from Rana pipense（ref. 61）, leczyme from R. catesbeiana,
and Rnase 1 from human pancreas（ref. 27）. The numbers noted in each sequence show the positions of
catalytic triad H-K-H and C-terminal.
【その他の抗腫瘍性 Rnase と活性創出または増強
への試み】
その他に Rnase a superfamily に属する抗腫瘍
性 Rnase として挙げられるのは，ウシ精漿由来の
bovine seminal Rnase（Bs-Rnase）と上述の ECP
である．92）前者は天然の Rnase としては唯一のホ
モ二量体である．Rnase a との相同性は 83%と高
く，フォールドもほぼ同様であるが，通常 Rnase
が分解できない二本鎖 Rna を切ることができる．
Bs-Rnase の活性には二量体としての立体構造が最
も重要で，モノマーである Rnase a は前述した RI
との相互作用により細胞傷害性をほとんど示さな
いのに対し，Bs-Rnase はがん細胞に対して選択的
な毒性を発揮することが知られている．93）ECP の
細胞傷害性については既に述べたが，がん細胞に
対しても殺作用を有する．91,94）
Bs-Rnase の二量体構造がその抗腫瘍活性に重要
であるという事実は，研究者をタンパク質の分子
デザインへと駆り立てた．その方向性は幾筋かに
分かれ，91）
（1）二量体化
Ａ．本来細胞傷害性のない Rnase a のような分
子に対し，遺伝子改変によりジスルフィド結
合を導入して二量体化する．95,96）
Ｂ．遺伝子をタンデムに並べて二量体をつくる．97）
Ｃ．二量体構造の安定性を高める．98）
（2）変異導入
Ａ．Rnase a と RI との会合メカニズムを精査
し，酵素側の結合部位を改変することにより
相互作用を失わせる．99）
Ｂ．アミノ酸置換あるいは化学修飾により陰性電
荷（カルボキシル基）を隠ぺいし，陽性電荷の
割合を高めて細胞との相互作用を増強する．100）
（3）複合体形成
Ａ．がん細胞へのターゲティングを志向し，モ
ノクローナル抗体などと結合させる（イムノ
トキシン化）．101）
Ｂ．細胞膜上の受容体を介したエンドサイトーシ
ス機構に乗せることを狙い，トランスフェリン
やホルモン，増殖因子などと結合させる．102）
Ｃ．ポリエチレングリコールなどと結合させて
膜透過性の増大を図る．103）
Ｄ．アルブミンなどと結合させて血中での分解
を防ぎ（半減期の延長），かつ特定の臓器への
蓄積を抑制する．104）
などの試みが，多くの研究者により行われた．し
かしながら，その効果については各々で一定の評
価が得られてはいるものの，決定打となるような
ケースはまだ報告されていない． 
Ⅲ．レクザイムの発見と発展
レクザイム（Leczyme, LECZ）は，シアル酸結
合活性をもつレクチンであるウシガエル（R.
catesbeiana）卵由来レクチン（通常，我々は sialic
acid-binding lectin, sBL と呼んでいる）が Rnase 活
性を併わせもつことから創りだされた造語である．
111 アミノ酸から成る分子量 12450，pI 9.2 の塩基
性タンパク質で，細胞表面のシアロ糖タンパク質
（あるいは糖脂質）に結合し，ピリミジン塩基特異
的な Rnase 活性を有する．Rnase a 類縁体との相
同 性 は ， Rnase a（ 28%）， human Rnase 1
（26%），human Rnase 5（anG, 35%），onC
（49%）である．以下，LECZ が発見された経緯を
簡単に紹介する．
当研究室の前身である旧癌研究所第一部におい
て，Kawauchi らによりカエル卵凝集素の研究が始
められたのは 1970 年代半ばである．105）当初は卵の
粗抽出画分が用いられ，主にラット腹水がん細胞
（aH109a）に対する凝集反応を検討していたなか
で，初めて活性を認めたのはニホンアカガエル（R.
japonica）及びトノサマガエル（R. nigromaculata）
卵由来のものであった．106）次いで同じ Rana 属で
あるウシガエル（R. catesbeiana）卵抽出物にヒト
赤血球凝集活性があることが分かり，具体的に糖鎖
との相互作用が認められたことからレクチンという
名称が使われ始めた．107）カラムクロマトグラ
フィーによりヒト a 型赤血球凝集素とがん細胞凝
集素が完全に分離できたのは 1977 年のことで，108）
これが LECZ 発見の端緒となった．その後，がん
細胞凝集反応はシアロ糖鎖を介することが明らかと
なり，109）また，担がんマウスへの投与により延命
効果も認められたことから，110）研究の方向性はレ
クチンの抗腫瘍活性へとシフトしていった．1987
年，Titani らによってウシガエル卵レクチンの一次
構造がタンパク質化学的手法によって解明され，111）
同時に nitta らによりがん細胞との相互作用及び選
択性が理解され始めた．112）アミノ酸配列の情報は，
ちょうどその頃利用され始めたコンピューターによ
る相同性検索に供され，意外にも Rnase との接点
が見いだされた．1990 年のことである．113）この頃
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ウシガエル卵レクチンは sBL と略記され，耐性細
胞の樹立，in vivo における抗腫瘍活性の検討など
がなされたが，114,115）一方では Rnase 活性をもつ唯
一のレクチンという捉え方でも研究が進められ，酵
素学的側面ではピリミジン塩基特異性などが明らか
となったことから 116,117）1996 年，nitta らにより
「Leczyme」という創語が International Journal of
oncology 誌上において初めて紹介された．118）
LECZ の抗腫瘍作用が Rnase 活性に依存すること
は既に確認されていたが，そのメカニズムについて
は不明であった．しかし，1990 年代に隆盛を迎え
ていた細胞のアポトーシス現象への関与が見いださ
れたことから，次節以降に述べる研究へと発展して
いくことになる．なお，1992 年に Liao らによっ
て，台湾のウシガエル卵から LECZ と同種の
Rnase が単離され，以来 RC-Rnase として別個に研
究が進められている．119）
Ⅳ．レクザイムの抗腫瘍作用機序　
LECZ の抗腫瘍作用は，in vitro 及び in vivo 両方
で報告されており，114）その効果は，1）細胞表面
のシアル酸複合体を認識するレクチン活性と，2）
細胞生存に必須である Rnase 活性が協働すること
により発揮されると考えられている．120）LECZ の
細胞表面への結合は，シアロ糖タンパク質の共存
や細胞のシアリダーゼ処理により阻害され，それ
により LECZ の細胞毒性も減弱される．114）Benzyl-
α-n-acetylgalactosamine（benzyl-Galnac）を細胞
培養液に添加することにより，細胞は LECZ に対
し抵抗性を示すようになることから，LECZ の細
胞膜への結合に o-結合型糖鎖が関与することが示
唆されている．131）nitta らは，LECZ 耐性マウス
P388 細胞（RC-150）を樹立した．115）親細胞株で
ある P388 細胞に対する LECZ の 50%増殖阻害濃度
は 3.1〜6.2μM であるのに対し，RC-150 の細胞増
殖は LECZ 濃度 100μM においても変化しなかっ
た．RC-150 細胞の増殖能は P388 とほぼ同等であ
り，LECZ の凝集活性及びシアリダーゼ処理によ
り切り出されるシアル酸レベルにおいても，両細
胞間で違いは認められなかった．一方，ダンシル
カダベリンでラベルされた LECZ を用いた実験か
ら，LECZ は P388 細胞内へ取り込まれるが，RC-
150 細胞内には取り込まれないことが明らかとなっ
た．115）このことは，LECZ が抗腫瘍作用を発揮す
る機序に，細胞表面への結合のみでなく細胞内へ
取り込みも重要であることを示している．
我々は近年，種々のヒト白血病細胞に対する
LECZ の有効性及びその作用機序の検討を行った．
122-124）現行のがん治療に用いられているエトポシド
やドキソルビシンは，P 糖タンパク質を過剰発現
した多剤耐性細胞に対して細胞毒性を発揮しない
一方，LECZ は多剤耐性細胞を含む数種の白血病
細胞に対し，強い細胞毒性を示した．122）LECZ 処
理細胞では，核の断片化・凝縮，ホスファアチジ
ルセリンの細胞膜外層側への移行，カスパーゼ
ファミリーの活性化及び Dna の断片化など，典型
的なアポトーシス様変化が観察された．また，そ
の Dna 断片化は，全カスパーゼ阻害剤である z-
VaD-fmk により完全に抑制され，LECZ がカス
パーゼの活性化に依存したアポトーシスを誘導す
ることが明らかになった．122）LECZ によるアポ
トーシス誘導機序の詳細を，ミトコンドリア膜電
位低下検出試薬である 5,5'6,6'-tetrachloro-1,1',3,3'-
tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine iodide（JC-1）
を用いて検討した結果，デスレセプター経路でア
ポトーシスを誘導する tumor necrosis factor
related apoptosis inducing ligand（TRaIL）処理細
胞において，そのミトコンドリア膜電位の低下が
z-VaD-fmk 前処理によりほぼ完全に抑制されるの
に対し，LECZ 処理細胞では z-VaD-fmk による影
響を受けず，すなわち LECZ がカスパーゼ活性化
の上流で強いミトコンドリア障害を引き起こすこ
とが示され，LECZ 誘導アポトーシスにおけるミ
トコンドリア経路の重要性が明らかとなった．122）
さらに，シグナル伝達解析の結果から，近年がん治
療の標的として注目される小胞体ストレス経路もま
た，LECZ 誘導アポトーシスに関与している可能性
が明らかになった．LECZ 処理細胞では，calnexin
and immunoglobulin heavy chain binding
protein/glucose regulated protein 78（Bip/GRP78）
の発現上昇やカスパーゼ-4 の活性化など，小胞体
ストレスのマーカーが観察され，さらに，カス
パーゼ-4 特異的阻害剤である z-LEVD-fmk の前処
理により，LECZ 誘導 Dna 断片化が減弱された．
LECZ 誘導アポトーシスにおけるミトコンドリア
経路または小胞体ストレス経路それぞれの寄与及
び関連を検討したところ，両者はカスパーゼ-9 及
び-4 それぞれに特異的な阻害剤の影響を受けず，
独立して誘導されることが示唆された．また，小
胞体ストレス性アポトーシスの誘導剤，タプシガ
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ルギンを用いた比較研究から，LECZ 誘導アポ
トーシスではミトコンドリア経路の寄与が大きい
ことが明らかになっている．123）さらに，ヒト白血
病 Jurkat 細胞及びヒト悪性中皮腫 H28 細胞にて
行った実験結果から，これらの細胞では LECZ 処
理により JnK 及び p38 mitogen-activated protein
kinases（MaPK）が活性化され，また，LECZ 処
理 H28 細胞では Bik や Bim などの Bcl-2 ファミ
リータンパクの発現上昇が確認されたことから，
これらの活性化が LECZ 誘導アポトーシスに関与
する可能性が示唆された．122,125）
LECZ は他の薬剤との併用により，相乗的な抗
腫瘍効果を示すことが報告されている．Wang ら
のグループは，乳がん細胞や肝がん細胞を用い，
interferon-γ（IFn-γ）が LECZ の細胞死誘導効果を
増強することを明らかにし，その機序として，
IFn-γ処理により LECZ の細胞表面への結合が増加
する可能性や，細胞の分化状態の変化が関与する
可能性を議論している．126,127）さらに，近年我々
は，TRaIL が LECZ と相乗的な相互作用を示すこ
とを発見した．125）両薬剤共処理による相乗的な抗
腫瘍効果は正常組織由来細胞では観察されず，悪
性細胞選択的であった．その作用機序解析の結果，
Bcl-2 ファミリータンパクである Bid の切断が増強
していることが判明し（Bid は切断されることによ
り活性化し，ミトコンドリアからのシトクロム c
の放出，すなわちミトコンドリア障害を促進させ
る分子），Bid の発現を抑制することでその相乗的
抗腫瘍効果は減弱された．このことから，LECZ と
TRaIL の併用では Bid の切断上昇を介したアポトー
シスシグナルの増強が起こることが示された．125）
これまでの知見をまとめると，LECZ によって
誘導されるアポトーシスシグナルの伝達は Fig. 4
のようであると考えられる．LECZ はがん細胞表
面に結合後取り込まれ，細胞内 Rna を分解する．
そのストレスは，ミトコンドリア障害と小胞体ス
トレスを独立に引き起こし，カスパーゼカスケー
ドが活性化してアポトーシスが実行される．さら
に，そのシグナル伝達には JnK や p38 の MaPK，
また，Bik，Bim などの Bcl-2 ファミリー分子の関
与が示唆される．また，TRaIL との併用では，
Bid の切断，ミトコンドリア障害，カスパーゼの活
性 化 で 構 成 さ れ る ア ポ ト ー シ ス シ グ ナ ル の
amplification loop が活性化され，相乗的なアポ
トーシス誘導効果が引き起こされるものと考えら
れる．以上のように，LECZ は Rna を標的とした
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Fig. 4.  Hypothetic Leczyme-induced apoptptic pathway
Leczyme induces tumor-selective apoptosis through a certain LECZ receptor by multiple cellular
signaling pathway including “caspase amplification loop”, in which Rna is its target.
新しい機序による抗腫瘍効果を示し，新分野の抗
がん剤となり得ると期待される．
Ⅴ．レクザイムの臨床応用への可能性
先にも述べたように LECZ の独特な抗腫瘍作用
は，1980 年代から研究者の関心を集め，国内外を
問わず，その新規抗がん剤としての応用を検討す
る研究が行われてきた．これまで LECZ に対する
感受性が報告されている細胞種を Table 2 にまと
めた．LECZ は多種類のがん腫［上皮腫（子宮，
肝，口腔，及び乳がん），肉腫，中皮腫，白血病
（T-細胞性，前骨髄球性及び赤芽球性白血病）及び
リンパ腫］に対し強い細胞毒性を示すことが知ら
れている一方，注目すべきことに，これまでに試
験された正常組織由来細胞（線維芽細胞，メラニ
ン細胞，角化細胞及び中皮細胞）はすべて LECZ
に対し低感受性であることがそれぞれの報告で明
らかになっている．一部の細胞種（MCF-7，Daudi
及び Raji）については報告間で差異があるが，こ
れらの細胞は他のがん細胞に比べ感受性が低いと
考えられる．この LECZ のがん細胞に対する高い
選択性は特筆すべきであるが，その原因はいまだ
不明である．しかし，種々の研究から，LECZ の
細胞毒性に影響を及ぼすいくつかの要因が報告さ
れている．上述したように，ムチンなどのシアル
酸複合体や細胞のシアリダーゼ処理は，LECZ の
細胞表面への結合を阻害し，また，細胞内への取
り込み機構の阻害も LECZ の細胞毒性を減弱させ
る．114,115）近年の研究で，heatshock protein（HsP）
70 ファミリー分子が，LECZ 高感受性細胞の表面
に発現し，LECZ 処理によりその局在が変化する
こと，並びにその発現抑制は LECZ の細胞表面へ
の結合には影響しないが，LECZ の細胞毒性を減
弱させることから，それらの分子が LECZ の細胞
内取り込み機構に関与する可能性が明らかになっ
ている．124,128）さらに，Japanese encephalitis virus
（JEV）に感染した細胞は，LECZ に高い感受性を
示すようになることが報告されている．133）LECZ
は正常ハムスター線維芽細胞，BHK-21 細胞には細
胞毒性を示さないが，JEV に感染した BHK-21 細
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Cells high sensitive to Leczyme
Cell lines Characteristics Refs
P338 mouse leukemia 114, 115
124, 128
L1210 mouse leukemia 114
s-180 mouse ascites 114
MepⅡ mouse ascites 114
Ehrlich mouse ascites 114
Caski human cervical carcinoma 129
Ha-22T human hepatocellular carcinoma 129
KB human oral carcinoma 129
sK-Hep-1 human hepatocellular carcinoma 126, 127
129
Hela human cervical carcinoma 129
J5 human hepatocellular carcinoma 126
Hep G2 human hepatocellular carcinoma 126
MCF-7 human breast carcinoma 127, 128
132
HL-60 human promyelocytic leukemia 127, 128
132
ZR-75-1 human breast carcinoma cells 131
Jurkat human T-cell leukemia 122
K562 human erythroleukemia 122, 128
K562 human P-glycoprotein-overexpressing K562 cells 122
u937 human promyelocytic leukemia 122
Raji human Burkitts lymphoma 122
H28 human malignant mesothelioma 125
Meso-1 human malignant mesothelioma 125
Meso-2 human malignant mesothelioma 125
Cells low or non-sensitive to Leczyme
Cell lines Characteristics Refs
HFW normal human fibroblast 129
nIH3T3 normal mouse embryonic fibroblast 129
BHK21 normal hamster fibroblast 129, 133
Hs-68 normal human Hs-68 foreskin fibroblast 127
MDa-MB-231 human breast carcinoma cells 131
ZR-75-30 human breast carcinoma cells 131
MCF-7 human breast carcinoma 128
Daudi human Burkitts lymphoma 128
Raji human Burkitts lymphoma 128
nHDF normal human epidermal fibroblasts 128
nHEM normal human epidermal melanocytes 128
nHEK normal human keratinocytes 128
Met-5a normal human mesothelial cells 125
Table 2. Tumor cell susceptibility on Leczyme treatment
胞は LECZ に高感受性になり，その際，何らかの
機序により LECZ の細胞内取り込み量が増加して
いることが明らかになった．細胞内 Rna 切断後に
アポトーシスシグナルを伝達するステップでは，
TRaIL との共処理により，Bid 切断上昇を介した
アポトーシスシグナルの増強が引き起こされるこ
とを述べたが，その一方で，Bcl-2 の過剰発現がミ
トコンドリア障害の抑制を介してアポトーシスシ
グナルを減弱することも報告されている．131）ま
た，その作用機序は不明ながら，エストロゲンレ
セプターを発現する乳がん細胞（MCF-7 及び ZR-
75-1）は ，そ の レ セ プ タ ー を 発 現 し な い 細 胞
（MDa-MB-231 及び ZR-75-30）よりも LECZ に対す
る感受性が高く，131）白血病細胞や肝がん細胞では，
未分化な細胞ほど LECZ に高感受性であるとされ
ている．126,132）注目すべきことに，これらいずれの
報告においても，LECZ の細胞選択性は細胞の増
殖速度とは相関せず，高いがん細胞選択性を示す
何らかの要因を LECZ が認識できることが示唆さ
れている．このように，LECZ は特異的ながん細
胞選択性をもち，その機序をより詳細に明らかに
することにより，新規の抗がん剤開発やがん治療
標的の発見に寄与できると考えられる．
現行のがん治療では，細胞選択性の問題による
副作用，耐性の出現が大きな課題となっている．
今日，分子標的薬や抗体医薬によってその克服が
試みられているが，いずれもいまだ発展途上の分
野であり，従来の Dna を標的とした薬剤が多く使
用されているのが現状である．LECZ の抗がん剤
としての応用は“Rna を標的とする”新しいがん
治療戦略となる（Fig. 5）．LECZ を応用する利点と
して，1）多種類のがんに対して細胞毒性が報告さ
れている，2）高いがん細胞選択性を示す，3）他
の薬剤との併用で相乗的な抗腫瘍効果が期待でき
る，4）新規の作用機序による抗がん作用をもつ，
5）従来の Dna 障害型薬剤や放射線治療と異なり
遺伝毒性がない，6）低分子化合物と交差耐性がな
く，多剤耐性細胞にも強い細胞死誘導効果を示し，
また，Rna を標的とすることから遺伝子発現を介
した耐性獲得を克服できる可能性がある，などが
挙げられる．
LECZ はレクチン活性とリボヌクレアーゼ活性
を併せ持つタンパク質である．レクチンは糖鎖を
特異的に認識する性質から，新規腫瘍マーカーの
探索ツールや診断薬などへの応用が期待されてお
り，アフィニティークロマトグラフィー，レクチ
ン染色，レクチンアレイ解析等の糖鎖解析技術に
応用され，新規腫瘍マーカー候補分子の発見など
に貢献している．134,135）また，病態に付随した糖タ
ンパク質の量的変動を，特異的なモノクローナル抗
体で，糖鎖修飾という質的変化として改変レクチン
プローブで検出するという新しい診断法も提案され
ている．136-139）さらに，細胞毒性を示すコンカナバ
リン a や，ヤドリギレクチン（mistletoe lectin）
は，それら自体を抗がん剤として応用しようとす
る研究が現在も行われている．140,141）このようにレ
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Fig. 5.  Rna could be effectively targeted by cytotoxic Rnases
クチンには，糖鎖解析研究におけるツールとして
のみならず，がん治療における強力な武器として
の役割も期待されている．細胞毒性をもつ Rnase
のがん治療への応用を目指して，現在でも新規
Rnase を探索する研究が生物種を問わず行われて
おり，ホンシメジ由来 Ls Rnase，142）ニガウリ由
来 Rnase MC，13）ヒラタケ由来 Rnase po1，144）な
どに抗腫瘍活性が見いだされている．また，前述
したように抗体と Rnase を融合させることで特定
のがん細胞に対する選択性を高めようとする試み
や，144,145）核移行シグナルを付加することにより
Rnase の細胞内局在を変化させ，その作用を増強
させる研究，65）さらにはヒト血清アルブミンと融
合させ，特定の臓器への蓄積を防ぐことで薬物動態
学的に副作用を軽減させようとする研究など，104）
最新の遺伝子工学・タンパク質工学技術を駆使し，
がん細胞選択性あるいは抗腫瘍活性を増強するよ
うなタンパク質変異体，融合タンパク質の作製を
試みる研究が盛んに行われている．2009 年に米国
で 固 形 が ん に 対 す る 臨 床 試 験 が 開 始 さ れ た
EVadeTM Rnase（Quintessence Biosciences Inc;
http://www.quintbio.com/）はヒト由来 Rnase 1 の
変異体で，ヒト細胞内 RI に対する親和性を低下さ
せた変異体である．LECZ はヒト RI に結合しない
ことが既に明らかになっており，117）この特性から
も治療応用が期待される他の Rnase と比肩し得る
ものと考えられる．
おわりに
がんの生化学において，かつて腫瘍マーカーと
いうテーマが一世を風靡した時代があった．がん
細胞で特異的に出現あるいは消失する細胞表面分
子のことで，その多くは糖鎖が主体であるが，当
時はたして幾人の研究者が将来腫瘍マーカーとし
て Rna が研究される時代を予測したであろうか．
今年（2014 年）8 月，本邦において新エネル
ギー・産業総合開発機構（nEDo）が主体となり，
「13 種類のがんを１回の採血で診断する」という極
めて画期的かつ野心的な産学官連携プロジェクト
（国立がん研究センター，東レ株式会社他）が始動
し，衆目を集めた．146）Dna マイクロアレイを用
い，がん組織から放出されるエキソソーム中に存
在する miR-21 に代表されるがん特異的 miRna を
検出し，肉腫や神経膠腫を含むがんあるいは認知
症の早期発見を目指すという．最近，このような
がん特異的 miRna に対して oncogene ならぬ
“oncomiR”という呼称も提唱されており，147）こ
の分野の研究が今後急速に発展していくことは間
違いない．本稿で取り上げた onC が，その Rnase
活性をもって特定の miRna をダウンレギュレー
トするという報告 148）があるように，Rnase の標的
として従来の tRna や rRna からより小さな，そ
してがんやその他の疾患に特異的な miRna へと
目線を移した研究が既に始められている．一方，
自然免疫研究の分野では，細胞内のインターロイ
キン 6 をコードしている mRna に結合し，分解す
る活性をもつ Rnase として regulatory Rnase-1
（Regnase-1）という酵素が見いだされ，自己免疫
性の炎症性疾患の発症を抑制するために重要な
ファクターであると推測されている．149）このよう
に現在 Rnase 研究にはまた新たなステージが拡が
りつつあるが，その中で著者らに与えられた武器
である LECZ が，昨今流行している二刀流ともい
うべき活性を活かし，がんの臨床により効果的な
貢献ができるよう鋭意研究を進めていきたいと考
えている．
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